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Wistatyna — enzym, cytokina
czy adipokina? Funkcje biologiczne

wistatyny in vitro

Visfatin — an enzyme, a cytokine or an adipokine? Biological functions of visfatin in vitro

STRESZCZENIE

Wisfatyna (czynnik stymulujacy kolonie pre-B-1 [PBEF-1]/fosfory-
bozylotransferaza nikotynamidu [Nampt]) jest enzymem szlaku re-
zerwowedo biosyntezy NAD* z nikotynamidu. Zwigkszong ekspre-
sje wisfatyny potwierdzono w tkance tluszczowej, leukocytach oraz
w komérkach nowotworowych raka odbytnicy i raka gruczotu kro-
kowego u ludzi i zwierzat. Enzym Nampt u ssakoéw wystepuje
w dwaéch roznych izoformach — wewnatrzkomorkowej (iNampt)
i zewnatrzkomorkowej (eNampt). Z jednej strony, wewnatrzkomor-
kowa izoforma enzymu Nampt jest niezbgdnym enzymem szlaku
syntezy NAD*, a z drugiej — zewnatrzkomorkowg izoforme tego
biatka opisano jako biatko, ktére oddziatuje jako hormon insulino-
-mimetyczny, nazywany wisfatyna, albo jako zewnatrzkomdrkowy
enzym szlaku biosyntezy NAD*, okre$lany jako eNampt, lub od-
dziafuje jako cytokina i jest okre$lana jako PBEF-1. Rekombino-
wana wisfatyna wykazuje wtasciwosciimmunomodulacyjne i moze
aktywowac ludzkie leukocyty, indukujgc wytwarzanie cytokin pro-
zapalnych (IL-18, TNF-« i IL-6). Wisfatyna indukuje takze tworzenie
reaktywnych form tlenu (ROS) w ludzkich komérkach $rodbfonko-
wych izolowanych z zyty pepowinowej i w zréznicowanych my-
sich miotubach in vitro. W niniejszym artykule przeglgdowym pod-
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sumowano historig badan i wykazano funkcje tego unikalnego biat-
ka w réznorodnym biologicznym kontekscie badan in vitro.
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ABSTRACT

Visfatin (pre-B colony enhancing factor-1 [PBEF-1]/nicotinamide
phosphoribosyltransferase [Nampt]) is the rate-limiting enzyme in the
salvage pathway of NAD* biosynthesis from nicotinamide. Overex-
pression of visfatin has been confirmed in adipose tissue, white blood
cells and in colorectal and prostate cancer cells. Two isoforms of
Nampt, intra- and extracellular, have been identified in mammals. On
the one hand, the intracellular isoform (iNampt) is an essential en-
zyme of the NAD* biosynthetic pathway, and on the other hand, the
extracellular isoform (eNampt) has been reported to act as an insulin-
-mimetic hormone called visfatin or an extracellular NAD* biosynthet-
ic enzyme named eNampt or a cytokine named PBEF-1. Recombi-
nant visfatin has immunomodulating properties and can activate hu-
man leukocytes in vitro to induce cytokine production (IL-18, TNF-«,
IL-6). Visfatin/eNampt also induces the formation of reactive oxygen
species (ROS) in human umbilical endothelial cells and differentiated
mouse myotubes in vitro. This review paper summarises the history
of research into visfatin and demonstrates the functions of this unique
protein in diverse biological in vitro contexts.

Key words: visfatin, nicotinamide phosphoribosyltransferase
(Nampt), pre-B colony enhancing factor-1 (PBEF-1), adipokines
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Wstep

Wisfatyna zostata po raz pierwszy zidentyfikowana
jako cytokina przez Samala i wsp. [1] w 1994 roku.
Cytokina ta jest wydzielana przez aktywowane limfo-
cyty szpikowe, stymulujgc dojrzewanie limfocytéw pre-
-B wspdlnie z interleuking 7 (IL-7, interleukin 7) oraz
czynnikiem wzrostowym komérek pnia (SCF, stem cell
factor) [1]. Poznana struktura krystaliczna wisfatyny
okazata si¢ homologiczna z poznanym w latach 60. XX
wieku enzymem — fosforybozylotransferaza nikotyna-
midu (Nampt, nicotinamide phosphoribosyltransferase),
katalizujgcym przeksztatcenie nikotynamidu w mono-
nukleotyd nikotynamidowy (NMN, nicotinamide mono-
nucleotide), bedacy prekursorem w syntezie NAD+*
w komoérkach [2]. W wielu pozniejszych pracach wska-
zano, ze zrédtem wisfatyny w ustroju moze by¢ niemal
kazda tkanka, a jej poziom ekspresji jest tkankowo
specyficzny. W 2005 roku Fukuhara i wsp. [3] wyizolo-
wali z tkanki ttuszczowej biatko wykazujgce in vitro funk-
cje insulino-mimetyczng wzgledem adipocytéw, mio-
cytow oraz hepatocytow hodowanych in vitro. W kaz-
dym przypadku izolowane biatko okazato sie tym sa-
mym, ktére izolowali pierwotnie Samal i wsp. przy
poszukiwaniu czynnika (cytokiny) stymulujgcego rézni-
cowanie limfocytéw pre-B. Obecnie nazwy dla tego
biatka uzywa sie naprzemiennie w postaci ,wisfatyna/
/Nampt”. Donorem tego biatka w ustroju jest nie tylko
tkanka tluszczowa, a sama nazwa jednoznacznie wska-
zuje na zrédto — trzewng tkanke ttuszczowg (VAT, vi-
sceral fat tissue). Wydaje sie, ze wisfatyna, zaleznie od
pochodzenia, stezenia oraz modelu doswiadczalnego,
moze wykazywac rozne funkcje biologiczne o odmien-
nym mechanizmie dziatania, zaleznie od uzytego mo-
delu in vitro.

Struktura wisfatyny

Wykazano, ze wisfatyna wystgpuje w dwoch izo-
formach: wewnatrzkomoérkowej (iNampt) i pozakomor-

kowej (eNampt). Wydzielana pozakomérkowo wyste-
puje w konformacji dimeru i jest uwalniana bez udziatu
aparatu Golgiego z komorek w drodze niepoznanego
mechanizmu. Wisfatyna/Nampt sktada si¢ z dwoch
domen, w obrebie ktdrych wystepujg antyréwnolegte
struktury g-beczutki oraz a-helisy. Domena katalitycz-
na, zawierajgca reszty tyrozyny (Tyr'®) oraz fenyloala-
niny (Phe'®), wigze substrat — nikotynamid (witamina
PP, niacyna), katalizujgc reakcje syntezy NMN [4]. Wis-
fatyna/iNampt jako enzym wewnatrzkomoérkowy ana-
logicznie zwigksza stgzenie NMN w cytozolu [5]. Na
rycinie 1 przedstawiono reakcje enzymatyczng katali-
zowang przez enzym — fosforybozylotransferaze ni-
kotynamidu (wisfatyna/Nampt).

WspdIny gen kodujgcy wisfatyne/iNampt/eNampt jest
Zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 7 (7922).
Biatko to jest wytwarzane przez aktywowane limfocyty
[1], neutrofile [6], monocyty [7], makrofagi [8], hepato-
cyty [9], owodniowe komorki epitelialne [10], komorki
srédbtonkowe naczyn [11], fibroblasty maziowe [12],
komorki § trzustki [5] oraz adipocyty [13]. Revollo i wsp.
[5] wykazali, ze mysie dojrzate adipocyty bragzowe;j i bia-
tej tkanki ttuszczowej (WAT, white adipose tissue), odpo-
wiednio linia HIB-1B oraz 3T3-L1, wykazujg ekspresje
wisfatyny in vitro. W mediach hodowlanych tych ko-
mo&rek udowodniono takze obecnos¢ wisfatyny. Wzrost
ekspres;ji wisfatyny nastepowat podczas réznicowania
preadipocytow w dojrzate adipocyty tkanki ttuszczo-
wej. Ponadto autorzy wykazali zwigkszony poziom eks-
presji wisfatyny/iNampt w homogenatach tkankowych
nerki, watroby czy brgzowej tkanki ttuszczowej myszy
szczepu C57BL/6, natomiast w WAT, ptucach, sledzio-
nie, jadrach i miesniach poziom ekspresji tego biatka
byt niski. W tkance mdzgowej oraz trzustce poziom eks-
presji wisfatyny/iNampt byt praktycznie niewykrywalny
[5]. U cztowieka najwiekszg liczbe kopii mRNA kodu-
jacego wisfatyne/iNampt wykazano w jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej oraz w homogenatach
tkankowych watroby i ptuc. Ekspresja genu kodujgce-
go wisfatyne jest obecna w niemal kazdej tkance ludz-
kiej i jej poziom jest tkankowo wysoce specyficzny [2].

Wisfatyna/Nampt 0
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Rycina 1. Reakcja enzymatyczna katalizowana przez fosforybozylotransferaze nikotynamidu (Nampt)
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Mechanizm oddziatywania wisfatyny
na komérki docelowe

Fukuhara i wsp. [3] w 2005 roku wykazali, ze wisfa-
tyna wywoluje efekt insulino-mimetyczny w adipocy-
tach linii 3T3-F442A, miocytach linii L6 oraz hepatocy-
tach linii H4IIEC3 in vitro. Pozniejsze dwie prace wska-
zuja, ze biatko to wykazuje powyzszy efekt takze w ko-
morkach mezangialnych nerek [14] oraz osteoblastach
[15]. Jednak w zadnej z powyzszych prac nie dostar-
czono dowoddéw na bezposrednie oddziatywanie wis-
fatyny z receptorem insulinowym (IR, insulin receptor).
W opozycji do wynikow badanh Fukuhary i wsp. znaj-
dujg sie badania Revollo i wsp. [5], ktorzy wskazuja,
ze wisfatyna oddziatuje na komorki docelowe bez
udziatu aktywaciji IR, w drodze zaleznej od syntezy
NMN, przez funkcje katalityczng wisfatyny/Nampt. Po-
nadto Revollo i wsp. precyzyjnie odtworzyli warunki do-
Sswiadczenia in vitro z pracy Fukuhary i wsp. z uzyciem
tych samych linii komoérkowych i nie potwierdzili wyni-
kéw badan tej grupy dotyczacych funkcji insulino-mi-
metycznej wisfatyny in vitro.

Obecnie uwaza sig, ze wisfatyna wykazuje dziafa-
nie biologiczne gtéwnie przez aktywnos¢ enzymatyczng
Nampt, dostarczajgc do komérek NMN, a nie w dro-
dze klasycznej interakciji ligand-IR [5, 16, 17]. Intere-
sujacy wydaje sie fakt, ze insulina, transdukujgc sy-

gnat wzrostowy przez IR w komorkach docelowych,
podobnie jak wisfatyna moze aktywowa¢ szlak kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK, mitogen-activated
protein kinases). Sugeruje sig, ze wisfatyna moze akty-
wowac te samg droge sygnatowg bez udziatu IR,
w sposob posredni przez NMN. Niewykluczone jest tak-
ze oddziatywanie wisfatyny z wtasnym, niezidentyfiko-
wanym do tej pory receptorem i aktywacja wewnatrz-
komorkowego szlaku insulinowego [4].

W innym badaniu dowiedziono, ze efekt oddziaty-
wania wisfatyny/eNampt z komérkami docelowymi nie
zalezy od jej aktywnosci enzymatycznej. Li i wsp. [18]
wykazali, ze wisfatyna/eNampt warunkuje efekt anty-
apoptotyczny wzgledem neutrofili hodowanych in vi-
tro, a efekt ten catkowicie nie zalezy od jej funkcji kata-
litycznej. Autorzy wykazali powyzszy efekt oddziatywa-
nia wisfatyny w hodowli komérkowej z medium wol-
nym od nikotynamidu (substratu dla enzymu Nampt).
Ponadto dodanie inhibitora enzymu Nampt (APO866)
w Srodowisku reakcji takze nie skutkowato zwieksze-
niem odsetka komorek wchodzgcych w droge progra-
mowanej $mierci (apoptozy) [18].

Na rycinie 2 przedstawiono rézne proponowane
mechanizmy oddziatywania wisfatyny na komérki do-
celowe.

Wykazano zwiekszong ekspresje genu kodujgce-
go wisfatyne/iNampt w adipocytach i hepatocytach

eNampt

=5

1 iNampt eNampt

|Nampt

Wisfatyna — eNampt/iNampt

eNampt

Przestrzeri
pozakomdrkowa

Adipocyty, hepatocyty
Revollo i wsp., 2007 [5]

Insulina <

i@}

iNam pt
l Nmnat Niezidentyfikowany Receptor
receptor insulinowy
(+) Insulina Sirt-11 L Efekty i

Komorki 8 trzustki metaboliczne

Revollo i wsp., 2007 [5]

Rozne typy komorek
Dahl i wsp., 2007 [8]
Adya i wsp., 2008 [11]
Oita i wsp., 2010 [19]
Fukuhara i wsp., 2005 [3]

Rycina 2. Proponowane mechanizmy oddziatywania wisfatyny na komérki docelowe (zrédta: [3, 5, 8, 11, 19]); i/feNampt — fosforybozy-
lotransferaza nikotynamidu (izoforma wewnatrzkomérkowa i zewnatrzkomorkowa); NMN (nicotinamide mononucleotide) — mononukle-
otyd nikotynamidu; NAD* — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy; Nic (nicotinamide) — nikotynamid; Nmnat — adenylotransferaza

mononukleotydu nikotynamidowego
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ludzkich [5]. Wisfatyna/iNampt moze by¢ wydzielana
na zewngtrz komorek w drodze niepoznanego mecha-
nizmu niezaleznie od funkcjonowania aparatu Golgie-
go [9]. W przestrzeni pozakomorkowe] wisfatyna/
/eNampt moze podlegac¢ dimeryzacji i oddziatywaé en-
dokrynnie w konformacji dimeru — jako egzoenzym
— na odlegte tkanki i narzady, w tym regulowaé wy-
dzielanie insuliny po glukozie przez komorki 8 trzustki
przez zewngtrzkomorkowg synteze NMN. Komoérki
trzustki, pobierajac produkt katalizy enzymu Nampt
(NMN), dostarczajg substrat dla enzymu Nmnat —
adenylotransferazy mononukleotydu nikotynamidowe-
go, katalizujgcego drugi etap w syntezie NAD+ w ko-
morce. Utrzymanie wysokiego stezenia eNampt w prze-
strzeni pozakomorkowej jest krytyczne dla utrzymania
odpowiedniego stezenia NAD+ w komérkach g trzustki,
gdyz w komorkach tej tkanki poziom ekspresji iNampt
jest stosunkowo niski. Zwigkszenie wewnatrzkomaorko-
wej puli NAD* w komérce warunkuje zwiekszenie eks-
presji genu kodujacego deacetylaze Sirt-1, ktorej aktyw-
nos¢ wptywa na wydzielanie insuliny po glukozie [5].
Wisfatyna/eNampt moze takze oddziatywa¢ na komor-
ki docelowe w konformacji monomerycznej przez od-
dziatywanie z receptorem insulinowym [3, 8, 14, 15] lub
z niezidentyfikowanym do tej pory receptorem [6, 7].

Wisfatyna wykazuje funkcje insulino-mimetyczne
poprzez oddziatywanie z receptorem insulinowym?

Wisfatyna zostafa opisana jako nowa adipocytoki-
na o dziataniu insulino-mimetycznym przez Fukuhara
i wsp. w 2005 roku [3]. Jest ona adipocytoking wytwa-
rzang gtownie przez trzewng, a takze podskorng tkan-
ke ttuszczowg u ludzi i myszy [3]. Wang i wsp. [16]
wykazali zwiekszong ekspresje wisfatyny w okotona-
czyniowej tkance ttuszczowej, jak rowniez stwierdzili
zwiekszone stezenie wisfatyny w mediach kondycjo-
nowanych znad hodowli okotonaczyniowej szczurzej
tkanki ttuszczowej (PVATCM, peri-vascular-adipose-tis-
sue-conditioned media). Berndt i wsp. [20] oraz Fuku-
hara i wsp. [3] wykazali, ze stezenie krgzgcej wisfatyny
dodatnio koreluje, odpowiednio, z zawarto$cig VAT
oraz wskaznikiem masy ciata (BMI, body mass index)
u ludzi. Wykazano, ze stezenie wisfatyny moze korelo-
wac z insulinoopornoscia, wyktadnikami zaburzen
metabolicznych w cukrzycy typu 2 [4], otytosci [21-
—-22], a takze z krgzgcymi czynnikami prozapalnymi,
bedacymi markerami miazdzycy [23]. Fukuhara i wsp.
dowiedli, ze wisfatyna/eNampt jest insulino-mimetykiem
i wykazuje efekt hipoglikemizujacy in vivo oraz in vitro.
W badaniu in vitro autorzy zaobserwowali, ze wisfaty-
na, podobnie jak insulina, indukuje fosforylacje we-
wnatrzkomorkowych substratow receptora insulinowe-

go (IRS-1, insulin receptor substrate 1) oraz IRS-2
w adipocytach linii 3T3-F442A, miocytach linii L6 i he-
patocytach linii H4IIEC3 [24].

Witasciwosci insulino-mimetyczne wisfatyny potwier-
dzono takze w osteoblastach [15] oraz w komérkach
mezangialnych nerek in vitro [14].

Stymulacja wisfatyna/eNampt osteoblastéw in vitro
powodowata zwigkszenie proliferaciji oraz zwiekszenie
poboru glukozy w tych komoérkach. Osteoblasty pod-
dane dziataniu inhibitora receptora insulinowego HNM-
-PA(AM), oraz wisfatyny/eNampt (100 ng/ml) nie wyka-
zywaly powyzszych efektow in vitro z powodu zaha-
mowania transdukcji sygnatu z IR. Wykazano, ze blo-
kowanie IR, w obecnosci wisfatyny oraz inhibitora IR,
nie doprowadza do fosforylacji czgsteczek IRS-1 oraz
IRS-2 w zakresie treoniny, blokujgc tym samym trans-
dukcje sygnatu, co potwierdzono w tescie immunopre-
cipitacji lizatow komorkowych [15]. Song i wsp. [14]
potwierdzili funkcje insulino-mimetyczng wisfatyny
w komorkach mezangialnych nerek linii MC in vitro. Pod
wptywem wisfatyny zaobserwowano zwiekszong eks-
presje transportera glukozy GLUT-1 i jego transloka-
cje do btony komérkowej oraz 2-krotny wzrost zuzycia
glukozy w komadrkach. Komorki linii MC, pod wptywem
wisfatyny, w hodowli w stezeniu 10 ng/ml zwiekszaty
0 80% ilos¢ powstajgcego NMN w komorkach. Uzycie
inhibitora fosforybozylotransferazy nikotynamidu —
FK866 (C,,H,,N,0) — w skojarzeniu z wisfatyng zmniej-
sza pobieranie glukozy do poziomu obserwowanego
w grupie kontrolnej. Zablokowanie ekspres;ji IR tech-
nikg wyciszania genow (siRNA) takze skutecznie blo-
kuje pobor glukozy przez komorki stymulowane wisfa-
tyng. W tym modelu do$wiadczalnym wisfatyna wyda-
je sie wykazywac funkcje biologiczne zaréwno poprzez
IR, jak i posrednio przez NMN [14].

Wisfatyna oddziatuje na komorki docelowe,
wykazujgc wiasciwosci katalityczne enzymu Nampt

Badania Revollo i wsp. [5], Wang i wsp. [16] oraz
Busso i wsp. [17] wskazuja, ze wisfatyna oddziatuje na
komoérki docelowe bez udziatu aktywaciji IR, w drodze
zaleznej od syntezy NMN przez funkcje katalityczng
wisfatyny/Nampt.

Revollo i wsp. [5] nie potwierdzili funkcji insulino-
-mimetycznej wisfatyny in vitro oraz in vivo. Wykazano
obecnos¢ wisfatyny w medium hodowlanym w petni
zroznicowanych mysich adipocytow izolowanych od
chorych z zespotem Simpson-Golabi-Behmel (SGBS,
Simpson-Golabi-Behmel syndrome) oraz komorek linii
3T3-L1. Wisfatyna nie wywotuje zwigkszonego zuzycia
glukozy przez te komaérki. Wisfatyna nie aktywuje IR
oraz nie doprowadza do fosforylacji biatek IRS-1, IRS-2,
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kinazy typu Akt w adipocytach linii SGBS oraz 3T3-L1.
Autorzy ci, przeprowadzajgc badania na heterozygo-
tycznych myszach transgenicznych z mutacjg w obre-
bie genu kodujgcego Nampt*/, dowiedli, ze wisfatyna
wptywa w sposéb posredni na wydzielanie insuliny. Po
pierwsze, komorki g wysp trzustkowych izolowane
z myszy transgenicznych wykazujg obnizong sekrecje
insuliny po stymulacji glukozg oraz obnizenie o 1/3
wewnatrzkomdrkowego stezenia NMN. Po drugie, ob-
nizone stezenie osoczowe NMN oraz e/Nampt wyka-
zano takze in vivo u myszy Nampt*/-. Efekt ten byt cal-
kowicie odwracalny w przypadku wykorzystania sty-
mulacji komorek g wysp trzustkowych in vitro za po-
mocg NMN (produktu katalizy enzymatycznej enzymu
Nampt) zaréwno in vitro, jak i in vivo. Autorzy sugeruja,
ze wisfatyna/eNampt, dostarczajgc substratu NMN,
reguluje wydzielanie insuliny w sposob posredni w ko-
morkach g wysp trzustkowych przez zwiekszenie eks-
presji genu kodujgcego biatko Sirt-1 (ryc. 2) [5].
Wisfatyna/eNampt stymuluje takze proliferacje ko-
moérek miesni gtadkich (VSMC, vascular smooth mu-
scle cells) in vitro. Efekt ten nie jest zwigzany z akty-
wacja IR. Wang i wsp. [16] poddawali komorki VSMC
dziafaniu r6znych dawek (0,01 nM-10 nM) wisfatyny
przez 24 godziny i zaobserwowali zwiekszong, maksy-
malnie 2-krotnie, intensywnos¢ proliferacji komorek
w warunkach in vitro. Efekt ten byt spowodowany zwigk-
szong syntezg NMN w medium hodowlanym na skutek
aktywnosci enzymatycznej wisfatyny/eNampt. Mononu-
kleotyd nikotynamidowy pobierany przez komorki VSCM
aktywowat szlak MAPK via Erk1/2 oraz biatko p38.

Wisfatyna a nowotwory

Wisfatyna prawdopodobnie bierze takze udziat
w procesie kancerogenezy i progresji raka gruczotu kro-
kowego [25] oraz nowotwordow przewodu pokarmowe-
go [26]. Wykazano jej zwiekszong ekspresje w komor-
kach glejaka [27], raka gruczotu krokowego [25], no-
wotworach jelita grubego [28], a zwtaszcza w komor-
kach nowotworowych niewrazliwych na chemioterapie.
Nadmierna ekspresja wisfatyny w tkance nowotworo-
wej glejaka ztosliwego jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym [27]. Wyniki nielicznych dotychczas
badanh wskazujg, ze moze mie¢ ona zwigzek z choro-
bami nowotworowymi. Kitani i wsp. [2] dowiedli, ze wis-
fatyna jest zlokalizowana w cytoplazmie intensywnie
proliferujgcych szczurzych komérek izolowanych
z guzow chromochtonnych linii PC-12, natomiast w ko-
morkach PC-12, podlegajacych réznicowaniu pod
wptywem czynnika wzrostu nerwéw (NGF, nerve growth
factor), jest ona zlokalizowana gtéwnie w jadrze komor-
kowym. Zaskakujacy wydaje sie fakt, ze w mediach

hodowlanych komérek linii PC-12 — Swiss 3T3 — nie
wykazano obecnosci wisfatyny. Autorzy stwierdzajg, ze
wisfatyna nie jest wydzielana przez komorki linii PC-12
oraz Swiss 3T3 do medium hodowlanego i przypusz-
czaja, ze funkcjonuje jako wewnatrzkomorkowe biatko
kontrolujgce cykl komorkowy i proces roznicowania
komorek [2]. Patel i wsp. [25] udowodnili, ze wisfatyna
zwigksza proliferacje oraz inwazyjnos¢ komérek raka
prostaty linii LNCaP oraz PC3 in vitro. W stezeniu 400
ng/ml dodana do hodowli komdrkowej zwigksza o po-
towe ekspresje metaloproteinazy MMP-2 oraz 1,5-krot-
nie MMP-9, co sugeruije, ze w sposdb bezposredni moze
zwiekszac inwazyjnos¢ komorek raka prostaty in vitro.
Wisfatyna w stgzeniach 25 ng/ml oraz 400 ng/ml zwigk-
szata intensywnos¢ proliferacji komérek androgenonie-
zaleznego raka prostaty linii PC-3, odpowiednio o 30%
i 200%, nie wptywata jednak na proliferacje androgeno-
zaleznych komérek LNCaP. Wisfatyna w wysokim ste-
zeniu bezposrednio oddziatuje na proliferacje i inwazyj-
nos¢ komodrek androgenoniezaleznego raka prostaty in
vitro wskutek aktywacji szlaku MAPK/Erk1/2 i p38 [25].

Komorki nowotworowe wykazujg naturalng lub in-
dukowang opornos¢ na proces apoptozy [29]. Anty-
apoptotyczny efekt wisfatyny przez aktywacje szlaku
sygnatowego kinaz PI3K/Akt zaobserwowano in vitro
w ludzkich monocytach izolowanych z krwi obwodo-
wej [28] oraz w ludzkich komérkach srodbtonkowych
zyty pepowinowej (HUVEC, human umbilical vein en-
dothelial cells) [11]. Wisfatyna wykazuje takze efekt
antyapoptotyczny wzgledem neutrofili in vitro, spowo-
dowany zmniejszeniem aktywnosci kaspazy 3 [6].
Szlak sygnatowy kinaz PI3K/Akt reguluje takze eks-
presje genow kodujgcych metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej (MMPs, matrix metalloproteinases)
oraz czynnika wzrostu $rodbfonka naczyniowego
(VEGF, vascular endothelial growth factor) kontrolu-
jacych proces angiogenezy. Adya i wsp. [11] wyka-
zali, ze po 5 minutach inkubacji HUVEC z wisfatyng
ponad 2-krotnie zwieksza sie aktywnos¢ kinaz PI3K/
/Akt w lizatach komorkowych. Zwigkszenie aktywno-
Sci kinaz wigzato sie ze wzrostem ekspresji genéw
MMP-2, MMP-9 oraz VEGF. Wisfatyna w stgzeniu 100 nM
zwigksza o 65% intensywnos$¢ proliferacji komorek
Srodbtonkowych in vitro. Wzrost ekspresji genow
MMPs oraz VEGF, pod wptywem stymulaciji wisfatyna,
wigzat sie takze ze zwiekszeniem migracji komorek
HUVEC w matrigelu in vitro [11]. Wisfatyna stymuluje
ponadto wytwarzanie biatek MCP-1 oraz IL-6 w HU-
VEC in vitro. Zastosowanie inhibitoréw kinaz wewnatrz-
komorkowych SB203580, wortmaniny oraz PD98059,
hamujgcych odpowiednio szlak sygnafowy p38/MAPK,
PI3K, Erk1/2, znosi powyzszy efekt [23].
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Aktywacja szlaku sygnatowego PI3K/Akt wigze sig
z nabywaniem zdolnosci komorek nowotworowych
do przerzutowania, nabywania opornosci na apop-
toze oraz indukcji procesu chemooporno$ci na che-
mioterapeutyki [30]. Mutacje w obrebie genu supre-
sji nowotworowej kodujgcego biatko PTEN, hamujg-
cego aktywacje kinazy Akt, wystepujg w 30% linii
komérek nowotworowych czerniaka [31]. Mutacje
w obrebie genu kodujgcego biatko N-Ras, sktadowej
szlaku sygnatowego Ras/Raf/MEK/ERK, wykazano
w 15% przypadkdw czerniaka ztosliwego u ludzi, w tym
w liniach komadrkowych: UKRV-Mel-15d, UKRV-Mel-19a,
Ma-Mel-28 oraz Ma-Mel-43 in vitro [32]. Kohcowym
efektem aktywacji tego szlaku sygnatowego jest ak-
tywacja kinaz Erk1/2 promujgcych proliferacje, zwigk-
szajgcych inwazyjno$¢ komorek czerniaka oraz in-
dukujgcych opornosc¢ na apoptoze. W prawidtowych
komorkach kinaza Erk nie jest konstytutywnie aktyw-
na [33].

Wozrost ekspresji wisfatyny w komaorkach nowotwo-
rowych w guzie pierwotnym moze by¢ spowodowany
hipoksjg. Promotor genu kodujgcego wisfatyne ma dwa
regiony HRE (hypoxia response elements) zalezne od
czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipoksja
(HIF-1a, hypoxia inducible factor-1c). Zmniejszenie
preznosci tlenu w tkance ttuszczowej osob otytych
zwigksza aktywnos¢ promotora dla wisfatyny, nasila-
jac ekspresje tego biatka poprzez nadekspresje biatka
HIF-1a w adipocytach [34]. Biatko HIF-1« reguluje eks-
presje wielu genow, w tym: VEGF, leptyny, wisfatyny,
erytropoetyny i syntazy tlenku azotu. Induktorem eks-
presji HIF1-a sa takze onkogeny Src oraz Ras, ktore sg
konstytutywnie transkrybowane w niektérych typach
nowotworéw [24].

Z nielicznych badan wynika, ze zastosowanie ni-
skoczgsteczkowych inhibitorow wewnatrzkomoérkowe-
go enzymu Nampt, takich jak APO866 [35], FK866 [36]
oraz CHS-828 [37], jest skuteczna forma terapii prze-
ciwnowotworowej. Nahimana i wsp. [35] wykazali sku-
tecznos¢ w eliminowaniu komorek wielu typow biata-
czek z zastosowaniem inhibitora enzymu Nampt
(APO866). Autorzy wykazali efekt cytotoksyczny
APQO866 wzgledem komorek ostrej biataczki limfobla-
stycznej linii B-ALL oraz przewlektej biataczki mielobla-
stycznej linii CML. Autorzy ci nie stwierdzili cytotoksycz-
nosci wzgledem prawidtowych komorek progenitoro-
wych krwi. Efekt cytotoksyczny byt spowodowany
zmniejszeniem stezenia wewnatrzkomorkowego NAD*
oraz adenozynotrifosforanu deoksyrybonukleozydu, in-
dukujgc proces smierci komorek biataczkowych. Ba-
dacze stwierdzajg, ze indukcja $mierci komorek bia-
taczkowych wynikata z obnizenia stezenia wewnatrz-

komoérkowego NAD+ oraz powstatych uszkodzen mi-
tochondrialnych w mechanizmie autofagii niezaleznym
od aktywaciji kaspaz.

Wisfatyna indukuje stres oksydacyjny w komérkach

Udowodniono takze, ze wisfatyna indukuje stres
oksydacyjny przez tworzenie wolnych rodnikéw tleno-
wych w mysich miocytach [19] oraz komérkach $rod-
btonka naczyn [11]. Stymuluje ona, zaleznie od akty-
waciji szlaku sygnatowego, jagdrowy czynnik transkryp-
cyjny B (NF-xB, nuclear factor «f) i tworzenie wolnych
rodnikéw tlenowych w mysich miocytach linii C2C12.
Stezenie 100 ng/ml wisfatyny po 18 godzinach stymu-
lacji 2-krotnie zwigkszato stezenie anionorodnika po-
nadtlenkowego. Dodanie do hodowli prekursora glu-
tationu NAC (N-acetylocysteina) w stezeniu 1 mM skut-
kowato zmniejszeniem o 40% stgzenia wolnych rodni-
kow tlenowych w komorkach. Uzycie inhibitora czyn-
nika transkrypcyjnego NF-«3, biatka IKK (/kB kinase)
w kombinacji z wisfatyng w hodowli zmniejszyfo o0 25%
produkcje wolnych rodnikéw tlenowych w mysich mio-
cytach linii C2C12 in vitro [19].

Wisfatyna jako cytokina o funkcji immunomodulacyjnej

Wykazano zwigkszone stezenie wisfatyny/eNampt
takze w surowicy krwi pacjentow z chorobami o podto-
zu zapalnym, takich jak wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego [8], czy u pacjentéw zakazonych wirusem za-
palenia watroby typu C [38]. Zwiekszong ekspresje wis-
fatyny/iNampt zaobserwowano takze w polipach jelita
grubego izolowanych od pacjentow z chorobg Lesniow-
skiego-Crohna [7] oraz neutrofilach izolowanych od pa-
cjentow z posocznicg [6]. Moschen i wsp. [7] dowie-
dli, ze wisfatyna stymuluje ludzkie monocyty (CD14%)
do wydzielania cytokin prozapalnych IL-13, IL-6 oraz
czynnika martwicy guza « (TNF-«, tumor necrosis fac-
tor «) in vitro. Zwigksza takze ekspresje czasteczek
kostymulujgcych CD54 (ICAM-1), CD40, CD80 (B7-1).
W badaniu tym autorzy stwierdzili ponadto, ze wisfa-
tyna stymuluje réwniez sekrecje IL-6 w makrofagach
oraz w komorkach dendrytycznych. Zastosowanie in-
hibitora kinazy proteinowej p38/MAPK w hodowli mo-
nocytéw w obecnosci 100 ng/ml wisfatyny hamuje cat-
kowicie sekrecje cytokin IL-14, IL-6, TNF-« oraz IL-10.
Stosowanie innego inhibitora kinazy typu MEK1
(MAP2K) powoduje, ze monocyty stymulowane wis-
fatyng nie wydzielajg cytokin prozapalnych IL-13, IL-6
oraz TNF-«, ale nie wptywa na sekrecje cytokiny prze-
ciwzapalnej IL-10. Zablokowanie kinazy fosfatydylo-
inozytolu (PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase) obniza
sekrecje TNF-« oraz IL-10 w monocytach stymulowa-
nych wisfatyng [7]. Poniewaz aktywacja kinazy typu
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PI3K doprowadza do fosforylacji kinazy typu Akt, ktéra
zapewnia przetrwanie komorek uktadu immunologicz-
nego, postuluje sie, ze wisfatyna, aktywujac szlak sy-
gnatowy PI3K/Akt, wykazuje dziatanie antyapoptotycz-
ne wzgledem tych komorek. Aktywacja kinazy typu B
(PKB) w komorkach, zwanej takze kinazg Akt, hamuje
aktywno$c¢ czynnika transkrypcyjnego (FOXO), zaan-
gazowanego w aktywacje procesu apoptozy w komor-
kach. Podobnie niektore leki cytostatyczne, stosowa-
ne w chemioterapii systemowej, takze mogg aktywo-
wac szlak sygnatowy PI3K/Akt, indukujac chemoopor-
no$¢ poprzez zwiekszenie ekspresiji biatek antyapop-
totycznych bcl-2 [39]. Wzrost ekspresji wisfatyny za-
obserwowano takze w neutrofilach, w odpowiedzi na
sygnat zapalny — lipopolisacharyd (LPS), IL-13 oraz
IL-6. Wisfatyna w neutrofilach hamuje proces apopto-
zy w drodze zaleznej od kaspazy 3. Jia i wsp. [6] po-
twierdzili takze zwigkszong ekspresje wisfatyny w neu-
trofilach hodowanych in vitro pochodzacych od pacjen-
tow znajdujacych sie w krytycznym stanie posocznicy.
Uzyte w doswiadczeniu oligonukleotydy antysensow-
ne wzgledem transkryptu kodujgcego wisfatyne lub
przeciwciafa blokujgce aktywnos¢ wisfatyny zwiekszajg
odsetek neutrofili wchodzgcych w droge programowa-
nej Smierci komorek — apoptozy [6]. W innej pracy

Busso i wsp. [17] wykazali, ze egzogenne dostarcze-
nie inhibitora wisfatyny/Nampt skutecznie zmniejsza
sekrecje cytokin prozapalnych w monocytach. Ludz-
kie monocyty hodowane in vitro w obecnosci inhibito-
ra Nampt — APOB866 oraz LPS wykazujg mniejszg se-
krecje cytokin prozapalnych (TNF-«, IL-13 oraz IL-6)
w odpowiedzi na sygnat zapalny w przeciwienstwie do
monocytéw traktowanych wytacznie LPS. Zastosowa-
nie inhibitora Nampt (APO866) zmniejsza pule we-
wnatrzkomorkowego NAD*, nie wplywa jednak na
zywotnos$¢ monocytow w hodowli in vitro [17].

Podsumowanie

Najbardziej kontrowersyjna obecnie funkcja wisfa-
tyny dotyczy jej wiasciwosci jako hormonu o dziataniu
insulino-mimetycznym. W zupetnej sprzecznosci po-
zostajg dwie doswiadczalne prace z uzyciem mysich
adipocytéw w modelu in vitro. Fukuhara i wsp. wyka-
zali efekt insulino-mimetyczny wisfatyny wzgledem tych
komoérek i wskazali, ze biatko to oddziatuje na komorki
docelowe przez receptor insulinowy [3]. Wyniki badan
Revollo i wsp. [5] zaprzeczajg powyzszym doniesie-
niom (brak zwigkszenia poboru glukozy przez adipo-

Efekt antyapoptotyczny [¢———

Neowaskulogeneza
i angiogeneza
VEGF
MMPs

Stan zapalny
TNF-«
IL-6 Transmigracja leukocytow
IL-1p 1 ICAM-1, VCAM-1
Efekt insulino-mimetyczny 1 stres oksydacyjny
Stymulacja

Wisfatyna —— »| roznicowania
limfocytow pre-B

Biosyntaza NAD*

Progresja
nowotworu

Rycina 3. Sugerowane funkcje wisfatyny in vitro; MMPs (matrix metalloproteinases) — metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowej;
VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu $rodbfonka naczyniowego; ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) —
migdzykomaorkowa czgsteczka adhezyjna typu 1; VCAM-1 (vascular cell adhesion molekule) — czasteczka adhezyjna komorek $rod-
btonka typu 1; TNF-« (tumor necrosis factor a) — czynnik martwicy guza «; IL-7 (interleukin 7) — interleukina 7; IL-g (interleukin ) —

interleukina g
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cyty linii 3T3-L1 oraz SGBS in vitro pod wptywem wis-
fatyny/eNampt), a wskazuja na to, ze wisfatyna/eNampt
wptywa na metabolizm komorek S trzustki w mechani-
zmie zaleznym od jej funkcji katalitycznej, a nie poprzez
jej oddziatywanie z receptorem insulinowym [5]. W pra-
cy Song i wsp. [14] wskazano na efekt insulino-mime-
tyczny wisfatyny wzgledem komorek mezangialnych
nerek in vitro w mechanizmie zaleznym od jej funkciji
katalitycznej, a takze oddziatywania z receptorem in-
sulinowym. W innych pracach potwierdzono wptyw wis-
fatyny/eNampt jako czynnika prozapalnego o funkcji
immunomodulacyjnej. Po pierwsze, wisfatyna posred-
nio przez zwigkszenie wydzielania IL-6 oraz aktywacije
czynnika STAT-3, w mechanizmie niezaleznym od jej
funkciji katalitycznej, autokrynnie powoduje spadek licz-
by komoérek apoptotycznych — neutrofilow w hodowli
in vitro [18]. Po drugie, wisfatyna/eNampt moze takze
bezposrednio oddziatywaé na makrofagi, komorki den-

Pismiennictwo

drytyczne w warunkach in vitro, stymulujgc komorki
do sekrecji cytokin prozapalnych IL-6, IL-15 (mecha-
nizm oddziatywania nieznany) na skutek aktywacji we-
wnatrzkomorkowych czynnikow transkrypcyjnych [7].
Busso i wsp. [17] takze potwierdzajg funkcje wisfaty-
ny jako enzymu wewnatrzkomorkowego (iNampt) sty-
mulujgcego sekrecje cytokin prozapalnych przez ko-
morki immunokompetentne. Ponadto niewiele jest
prac, w ktdrych autorzy takze wykazaliby wptyw wis-
fatyny na proces proliferacji, angiogenezy i inwazyj-
nosci komorek nowotworowych in vitro [2, 11, 25] oraz
wptyw tego biatka jako czynnika generujgcego stres
oksydacyjny w hodowli in vitro [11, 19]. Wydaje sie,
ze wisfatyna — zaleznie od pochodzenia, stezenia
oraz modelu doswiadczalnego — moze wykazywac
rézne funkcje biologiczne o odmiennym mechanizmie
dziatania, zaleznie od uzytego modelu in vitro. Na ry-
cinie 3 przedstawiono funkcje wisfatyny in vitro.
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